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Résumé

Le présent travail a été mené afin d’identifier les champignons associés au
scolyte du pistachier, Chaetoptelius vestitus, et d’explorer leurs potentialités
biologiques. Pour ce faire, des isolements fongiques ont été entrepris a partir
des adultes et des galeries de Chaetoptelius vestitus. L’analyse moléculaire de
la région ITS (Internal Transcribed Spacer) de ’ARNr de 41 isolats a permis
d’identifier 28 espeéces appartenant aux 13 genres suivants : Alternaria,
Aspergillus, Curvularia, Fusarium, Geosmithia, Nothophoma, Paecilomyces,
Parengyodontium, Penicillium, Talaromyces, Thielavia, Trichothecium et
Meyerozyma. L’évaluation de I’activité entomopathogene et phytopathogene
des différentes espéces fongiques et le dépistage de leurs pouvoirs
antifongique et antibactérien ont été effectués. Les potentialités de biocontrdle
les plus importantes ont été enregistrées chez cinq isolats. Il s’agit de
Tpi_io_1 (T. pinophilus), caractérisé par une forte activité entomopathogene,
antifongique et antibactérienne, Pbi io 2 (P. bilaiae) et Ata io 1
(A. tamarii), ayant montré des potentialités entomopathogeénes et
antifongiques importantes, Pch_io_1 (P. chrysogenum) présentantune activité
entomopathogéne et antibactérienne élevées, et Pal io 1 (P. album) montrant
un pouvoir entomopathogéne important. Tous ces isolats ont été caractérisés
par une absence d’activité phytopathogene. Ils pourraient étre considérés
comme sources prometteuses pour la protection biologique du pistachier
contre C. vestitus et les pathogénes microbiens.

Mots clés: pistachier, insectes, Chaetoptelius vestitus, champignons, activité
phytopathogéne, activité entomopathogene, activité¢ antifongique, activité
antibactérienne

Abstract

The present work was carried out in order to identify the fungi associated with the
pistachio bark beetle, Chaetopteliusvestitus, and to explore their biological activities.
Fungal isolation was made from adults and galleries of Chaetoptelius vestitus.
Molecular analysis of the ITS (Internal Transcribed Spacer) sequences of the
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ribosomal RNA operons of 41 fungal isolates allowed to identify 28 species
belonging to the following 13 genera:Alternaria, Aspergillus, Curvularia, Fusarium,
Geosmithia, =~ Nothophoma,  Paecilomyces,  Parengyodontium,  Penicillium,
Talaromyces, Thielavia, Trichotheciumand Meyerozyma.The evaluation of
entomopathogenic and phytopathogenic activities of the various fungal species as
well as the screening of their antifungal and antibacterial potentialities were carried
out. The most important biological potentialities were recorded in five isolates. These
are Tpi io 1 (Talaromyces pinophilus), representing high entomopathogenic,
antifungal and antibacterial activities, Pbi io 2 (Penicillium bilaiae) and Ata io 1
(Aspergillus tamarii), showing significant potential of entomopathogenic and
antifungal activities, Pch io 1 (Penicillium chrysogenum), showing high
entomopathogenic and antifungal activities and Pal io 1 (Parengyodontium album)
representing a high entomopathogenic activity. All these isolates were characterized
by the absence of phytopathogenic activity. They could be considered promising
resources for biological protection of pistachio trees against C. vetifusand microbial
phytopathogens.

Key words: pistachio tree, insects, Chaetoptelius vestitus, fungi, phytopathogenic
activity, entomopathogenic activity, antifungal activity, antibacterial activity

Introduction

La production mondiale des pistaches est en augmentation continue
(FAOSTAT, 2017). Elle est motivée d’une part par I’adaptation du pistachier
aux conditions difficiles de culture (Yavuzet al., 2016) et d’autre part par sa
valeur nutritionnelle trés riche (Bulloet al., 2015). Cependant, le pistachier est
soumis a 1’attaque de plusieurs insectes ravageurs, tel que le scolyte du
pistachier, Chaetoptelius vestitus (Coleoptera, Curculionidae), considéré
comme 1’'un des principaux ravageurs du pistachier dans plusieurs pays
producteurs de pistaches, y compris la Tunisie (Balachowsky, 1949 ; Abu
Yaman, 1969 ; Mehrnejad, 2001 ; Fragoulis, 2004 ; Ghrissiet al., 2019).

Les dégats de C. vestitus se manifestent surtout lors de la nutrition de
I’adulte. En s’attaquant aux jeunes rameaux des arbres vigoureux, les adultes
creusent des galeries profondes les vidant de leur contenu médullaire et
provoquant ainsi leur desséchement. Plusieurs rameaux peuvent &tre
successivement minés par un méme individu dont I’activité de nutrition peut
s’étendre sur six mois, depuis son émergence jusqu’au début de sa phase de
reproduction (Balachowsky, 1949). Si I’insecte attaque le bourgeon terminal,
la croissance du rameau est arrétée. En outre, les galeries forées favorisent le
développement des agents pathogénes dans les rameaux du pistachier
(Braham et Jardak, 2012). Pendant leur phase de reproduction, les adultes ont
pour effet d’aggraver 1’état des sujets déja affaiblis (Chebouti-Meziouet al.,
2013). En Tunisie, des études récentes ont signalé que C. vestitus cause des
dégats importants sur les cultures du pistachier, ou de fortes infestations
dépassant les 50% ont été enregistrées (Braham et Jardak, 2012 ; Ghrissi et
al., 2019). Le contrdle de C. vestitus en Tunisie implique des insecticides de



contact organophosphatés contre les adultes (Ghrissi et al., 2018). En raison
de leur développement sous-cortical, la lutte chimique nécessite des
applications répétées pour coincider étroitement avec 1’envol des adultes
(Braham et Jardak, 2012). La complexité du controle chimique de C. vestitus
et son impact environnemental négatifencourage la recherche de méthodes
alternatives de lutte, y compris la lutte biologique. Cette derniére repose dans
un premier temps sur le dépistage d'antagonistes naturels des nuisibles dans
leur zone de répartition. C’est dans ce contexte que cette étude a été menée.
Elle vise d’abordl’isolement etl’identification des champignons associés a
C. vestitus, puis le criblage de leurs activités entomopathogéne et
phytopathogéne. Enfin, les champignons caractérisés par une activité
entomopathogéne élevée accompagnée par une absence d’activité
phytopathogéne ont été criblés pour leurs potentialités antimicrobiennes.

Matériel Méthodes

1. Isolement des champignons associé¢s a Chaetoptelius vestitus

Les adultes et les galeries de nutrition de C. vestitus ont été collectés a
partir des deux sites d’étude, Taous (10°36°47°W, 34°55°17°°N), situé¢ a
Sfax, et Ksar Ghris (9°55°°14”°W, 34°55°55°’N), situé¢ a Sidi Bouzid. Dans
chaque site, des rameaux infestés par C. vestitus ont été collectés, placés
individuellement dans des sacs en plastique stériles et transférés au laboratoire
afin d’isoler les champignons & partir des adultes vivants et morts et des
galeries de nutrition produites par les adultes.

L'écorce des rameaux collectés a été enlevée et les scolytes vivants et
morts ont été prélevés a 1’aide d’une pincette stérile. Les adultes morts ont été
individuellement immergés dans une solution d'hypochlorite de sodium a 5%,
rincés deux fois avec de 1'eau distillée stérile, séchés sur papier filtre stérile et
écrasés a l'aide d'un scalpel sur une lame de microscope. Le macérat a été
réparti par la suite sur une boite de Pétri de 90 mm de diametre contenant le
milieu PDA ("Potato Dextrose Agar") dont la composition est 4 g/l d’extrait
de pomme de terre, 20 g/l de dextrose et 16 g/l d’agar.

Les adultes vivants ont ét¢ immédiatement écrasés en utilisant un scalpel
stérile sur une lame de microscope, et le macérat a été étalé sur une boite de
Pétri de 90 mm de diametre contenant du PDA.

Concernant les galeries de I’insecte, elles ont été désinfectées a 'aide du
coton imbib¢ d'alcool éthylique a 70% pendant environ 15 s, rincées deux fois
avec de l'eau distillée stérile, puis séchées sur papier filtre stérile. Des
fragments de galeries ont été disséqués en utilisant un scalpel stérile et placé
sur PDA.

Les cultures ont été incubées a 25 = 1°C, a I’obscurité pendant 10 a 20
jours. Les champignons ont été purifiés par des repiquages successifs sur
PDA.



2. Identification moléculaire des isolats fongiques

2.1. Extraction de I’ADN et amplification par PCR

L'ADN de 41 isolats fongiques a été extrait a partir de mycélium
développé sur PDA avec le kit DNeasy Plant Mini (QiagenGmbH, Hilden,
Allemagne) selon les recommandations du fournisseur. L'ADN extrait a été
utilisé comme matrice pour I'amplification de la région ITS de L'ARNr, en
utilisant les amorces ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) et ITS5 (5°-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) (White et al., 1990).

La PCR a été réalisée dans un volume réactionnel de 50 pl, contenant
42,25 pl de H,O, 5 ul de tampon Taq PCR (10X), 1 ul de dNTPs (200
umol/l), 0,25 pl de chaque amorce (0,4 plmol/ 1), 0,25 uml de Taq
polymérase (1,25 U pour 50 pl de PCR) (New England Biolabs, Frankfurt,
Allemagne) et 1 pul d’ADN extrait. Un témoin négatif ne contenant pas
d’ADN et un contrdle positif utilisant un ADN fongique ont été préparés pour
chaque série de réaction.

L’amplification de PCR a été réalisée en utilisant un thermocycleur
(Eppendorf, Hamburg, Allemagne) selon le programme suivant : une
dénaturation initiale a 95°C pendant 2 min, suivie de 35 cycles de
dénaturation a 95°C pendant 45 s, hybridation a 52°C pendant 45 s et
polymérisation & 68°C pendant 2 min, avec une ¢élongation finale a 68°C
pendant 5 min. Les produits de PCR obtenus ont ¢été analysés par
¢lectrophorése sur gel d'agarose.

Les produits de PCR ont été purifiés a 1’aide du Kit de purification des
produits PCR Qiaquick (QiagenGmbH) suivant les instructions du fabricant.

2.2. Séquencage et analyses moléculaires
Les Produits obtenus ont été séquencés dans les deux sens en utilisant les
amorces ITS4 et ITSS par la société StarSEQGmbH (Mayence, Allemagne).

Les séquences obtenues ont ¢ét¢ analysés par le logiciel
MEGA7(Molecular Evolutionary — Genetics ~ Analysis)  Version 7.0
(https://www.megasoftware.net/). Les séquences consensus résultantes ont été
alignées et comparées avec les séquences disponibles dans la base de données
GenBankvia le serveur BLAST (Basic Local Alignement Search Tool)
(Altschul et al., 1997 ; Zhang et Madden, 1997) disponibles sur le site Web du
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Les séquences obtenues ont été
déposées dans la base de données GenBank.

3. Activité entomopathogene

3.1. Préparation des suspensions fongiques

Les suspensions fongiques ont été obtenues en grattant la surface des
cultures fongiques développées sur le milieu PDA et agées de 15 jours dans
une solution aqueuse de Tween 80 (2%o). Les suspensions obtenues ont été
par la suite filtrées a travers une mousseline pour éliminer le mycélium. La



concentration a été ajustée & 10® conidies/ml a l'aide d’une cellule de Malassez
sous microscope (Leitz Dialux40 EB).

3.2. Piégeage et ¢levage de C. vestitus

Des branches pieges ont été coupées et laissés sous les pistachiers au
niveau de la parcelle expérimentale de I’Institut de I’Olivier "Taous", située a
Sfax (34°55°17°N, 10°36°47°°W). Ces piéges ont été laissés sous les arbres
pendant 6 semaines afin d’attirer les adultes en vue de se reproduire. Ces
rameaux, siege de reproduction de I’insecte, ont été ramenés au laboratoire et
mis en ¢levage dans des cages en plastique, a la température ambiante, afin
d’obtenir une population homogeéne et suffisante d’adultes de C. vestitus pour
effectuer les tests biologiques.

3.3. Tests biologiques

Les adultes de C. vestitus, issus de 1’élevage, agés de 1 a 3 jours, ont fait
I’objet des tests biologiques. Ces adultes ont été trempés dans 10 ml de la
suspension fongique de concentration 10° conidies/ml pendant 20 s. Des
adultes trempés dans du Tween aqueux a 2%o ont servi de témoin négatif et
des adultes traités avec la souche commercialisée Beauveria bassiana GHA
(nom commercial Botanigard® 22WP, BioWorks®) ont servi de témoin
positif. Chaque traitement a été répété trois fois, soit 10 adultes par répétition.
Les scolytes traités ont été placés individuellement dans des tubes en
polypropyléne contenant un rameau de pistachier frais lui servant de
nourriture. Ce dernier a été remplacé tous les 5 jours. Les tubes ont été
recouverts par du papier filtre humidifié et ont été maintenus a une
température située entre 25 et 28°C, une humidité relative comprise entre 60
et 70% et sous un éclairage naturel. La mortalité des adultes a été enregistrée
5, 10 et 15 jours aprés traitement. Les adultes morts ont été désinfectés en
surface avec de 1'hypochlorite de sodium 5%, rincés deux fois a l'aide d'eau
distillée stérile, séchés sur papier filtre et placés dans des boites de Pétri
contenant du papier filtre humidifié. Ces cadavres ont été par la suite incubés
a 25°C, a humidité saturée, pendant 7 jours afin de permettre le
développement des champignons testés a la surface du cadavre de I’insecte.
Pour satisfaire les postulats de Koch, des petits morceaux de mycélium ont été
transférés sur un milieu PDA et incubés a 25°C. Les champignons obtenus ont
¢été déterminés par microscopie (LeitzDialu x40 EB).

4. Activité phytopathogene

Afin d’évaluer I’activité phytopathogéne des champignons identifiés, des
tests de pathogénie ont été effectués sur jeunes rameaux de pistachier de la
variété Mateur (Jeffers et al., 1981). Pour ce faire, des jeunes rameaux de
pistachier de la variét¢ Mateur, de 10 a 15 mm de diametre et de 20 cm de
longueur, ont été prélevés a partir des pistachiers vigoureux et sains de la
parcelle expérimentale Taous. Aprés défoliation, les rameaux ont été stérilisés
en surface a I'hypochlorite de sodium 10% pendant 10 min, rincés avec de



I'eau distillée stérile deux fois et séchés sur papier filtre stérile. Cinq pousses
ont été inoculées pour chaque isolat. En effet, apres avoir retiré un fragment
de I’écorce (5 x 8 mm) au milieu de la pousse, un fragment gélosé de la
culture fongique, agée de 10 a 15 jours, y a été placé puis recouvert par du
Parafilm. Les témoins ont été¢ inoculés par des fragments de PDA stérile. Les
rameaux inoculés ont été déposés dans des bacs en plastique dont le fond est
tapissé par un papier filtre humidifié, puis maintenus a 25°C, et a une
humidité relative de 70%. Vingt-huit jours aprés inoculation, les pousses ont
été grattées pour révéler et mesurer la zone de nécrose superficielle. Ces
pousses ont été par la suite longitudinalement coupées sur toute leur longueur
pour repérer la nécrose interne. Conformément aux postulats de Koch, des
sections de tissus brunis ont ét€¢ mises en culture sur PDA et incubées a 25°C.

5. Activité antimicrobienne

Les cinq isolats suivants, P. biliae, P. chrysogenum, P. citrinum,
A. tamariietT. pinophilus, ayant montré une forte activité entomopathogéne
accompagnée par une absence d’activité phytopathogéne, ont été testés pour
leur potentialités antimicrobiennes.

5.1. Activité antifongique

L’activité antifongique a été évaluée contre 11 isolats phytopathogenes, a
savoir: Aal io 1 (4. alternata), Fbr_io 1 (F. brachygibbosum), Feq io_ 1
(F. equiseti), Fgra_io 1 (F. graminearum), Fso_io_2 (F. solani), Fve io 1 (F.
verticilloides), Geo io 2 (Geosmithiasp. 20), Nqu io 1 (N. quercina),
Pva io 1 (P. variotii), Psu_io 1(P. sumatraense) et Tro_io 1 (T. roseum).

Pour ce faire, la méthode de double culture a été utilisée. Le protocole
consiste 4 préparer des suspensions fongiques et de les ajuster a 10°
conidies/ml. 50 ul de chaque suspension fongique ont été étalés sur la surface
des boites de Pétri de 60 mm. Un disque du mycélium fongique a tester a été
coupé et placé au centre de la boite inoculée. Un disque de PDA stérile a été
placé au centre des boites témoins. Sept jours aprés incubation a 25°C,
’activité antagoniste a été déterminée par la présence d’une zone d'inhibition.

5.2. Activité antibactérienne

5.2.1. Bactéries

Neuf souches de bactéries ont été utilisées pour dépister I’activité
antibactérienne. Parmi lesquelles, 4 espéces sont a gram positif : Staphylo
coccus aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC 25912), Listeria
monocytogenes et Listeria ivanovii. Les 5 autres especes sont a gram négatif.
11 s’agit d’Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Agrobacterium fabrum (C58), Agrobacterium tumifaciens (B6) et
Agrobacterium vitis (CPFB 2355). Les souches d’Agrobacterium sont
phytopathogeénes et ont été fournies par I'Institut de 1’Olivier. Les autres
souches ont été fournies gracieusement par le laboratoire de Microbiologie de
1’Hopital Universitaire Habib Bourguiba de Sfax.



5.2.2. Préparation des cultures fongiques en milieu liquide

Les isolats fongiques ont été cultivés sur un milieu PDA pendant 7 jours a
25 °C. Ensuite, trois fragments de chaque culture ont été transférés dans des
flacons de 500 ml contenant 150 ml de milieu PDB ("Potato Dextrose Broth")
de composition 4g/1 d’extrait de pomme de terre et 20 g/l de dextrose.

Les cultures liquides ont été incubées a 25°C, sous agitation a 150 rpm,
pendant 21 jours jusqu'a atteindre une phase stationnaire. Le surnageant a été
obtenu par une centrifugation suivie d'une filtration a 1’aide d’un filtre a
membrane de 0,22 pum.

5.2.3. Tests de I’activité antibactérienne

L'activité antimicrobienne a ¢été évaluée en utilisant la technique de
diffusion sur puits (Ameri et al., 2017). En effet, 100 ul de culture bactérienne
fraichement préparée (10’ CFU/ml) ont été ensemencés, a l'aide d'un coton-
tige stérile, sur la surface des boites de pétri gélosée. Le milieu YPG
("Yeastextract Peptone Glucose Agar'") dont la composition est de 5 g/l
d’extrait de levure, 5 g/l de peptone, 15 g/l de glucose et 15 g/l d’agar, a été
utilisé pour les especes d’Agrobacterium. Le milieu TSA ("Trypticase Soy
Agar") de composition 15 g/l de tryptone, 20 g/l de peptone papainique de
soja, 5 g/l de chlorure de sodium et 15 g/l d’agar, a été utilisé pour les autres
bactéries. Par la suite, des puits de 5 mm de diamétre ont été creusés au milieu
de chaque boite, et 100 ul du filtrat fongique a tester y a été placé. Les boites
inoculées ont été maintenues pendant 2 a 4 h a 4°C pour permettre la diffusion
du filtrat de culture fongique, puis, les espéces d’Agrobacterium ont été
incubées a 28°C pendant 48 a 72 h et les autres bactéries ont été incubées a
37°C pendant 24 h. L’activité antibactérienne a été évaluée par la mesure du
diamétre des zones d’inhibition autour des puits.

6. Analyses statistiques

Dans le but d’évaluer et de comparer 1’activité phytopathogéne des isolats
fongiques, une étude statistique a été réalisée. Les données ont été évaluées au
moyen d’une analyse de variance (ANOVA). Les différences significatives
ont été relevées par le Test de Tukey au seuil de 5%. Les analyses ont été
faites en utilisant le logiciel statistique SPSS 17 ("Statistical Package for
Social Sciences in personal computers" ver. 17).

Résultats et Discussion

1. Diversité fongique

Une centaine d’isolats fongiques associés aux adultes et aux galeries de
nutrition de C. vestitus, collectés a partir des deux sites d’étude Taous et Ksar
Gris, ont été purifiés et conservés. L’analyse moléculaire des 41 isolats a été
effectuée en se basant sur ’amplification de la région ITS de I’ARNr
(tableau 1). Cette région est considérée comme "meilleur" marqueur
moléculaire pour I’identification des champignons du fait qu’elle est
caractérisée par un degré de variation trés élevé au niveau des espéces
(Ahmed, 2016 ; Tekpinar et Kalmer, 2019).



Tableau 1: Champignons associés a Chaetoptelius vestitus (adultes et
galeries) en se basant sur le s€quencage de la région ITS

. Code de Espécer a p} us proghe Similarité | .. . ,N umérp
Famille Pisolat (Numéro d’accession %) Taille d’accession
GenBank) GenBank
Chaetomiaceae | Tmi_io_1 Thielaviamicrospora 100 520 MK397279
(MG780389.1)
Tmi_io 2 Thielaviamicrospora 100 480 MK397280
(MG780389.1)
Cordycipitaceae | Pal_io_1 Parengyodontium album | 100 300 MK397281
(LC317572.1)
Didymellaceae | Nqu_io 1 Nothophomaquercina 100 460 MK397282
(LT592929.1)
Nqu_io 2 Nothophomaquercina 100 360 MK397283
(LT592929.1)
Hypocreaceae Fbr io 1 Fusarium brachygibbosum| 100 330 MK397284
(MG267121.1)
Feq io 1 Fusarium equiseti 100 480 MK397285
(KM979505.1)
Fgra io_1 Fusarium graminearum 100 460 MK397784
(HG970335.2)
Fso_io_1 Fusarium solani 99 540 MK397286
(HG938368.1)
Fso_io 2 Fusarium solani 100 500 MK397287
(KX014709.1)
Fve io 1 Fusarium verticilliides 100 230 MK397288
(MF411134.1)
Pleosporaceae | Aal io 1 Alternaria alternate 100 450 MK397289
(KY996469.1)
Aal io 2 Alternaria alternata 100 480 MK397290
(KY996469.1)
Aal io 3 Alternaria alternata 100 460 MK397291
(MF370945.1)
Cs io 1 Curvulariaspicifera 100 400 MK397292
(MH010905.1)
Saccharomy- Mgu io 1 Meyerozymaguillier 100 360 MK397293
icetaceae mondii (MH223591. 1)
Mgu io 2 Meyerozymaguillier 100 220 MK397294
mondii (MH223591.1)
Trichocomaceae| Apr_io 1 Aspergillus protuberus 100 490 MK397295
(MH137674.1)
Asc_io_1 Aspergillus sclerotiorum | 100 320 MK397296
(MG204869.1)
Ata_io_1 Aspergillus tamarii 100 509 MK397297
(KY828882.1)
Ave io 1 Aspergillus versicolor 100 520 MK397298
(HQ637363.1)
Gla_io 1 Geosmithialavendula 99 530 MK397299
(KF808299.1)
Gla_io 2 Geosmithialavendula 100 320 MK397300
(KF808300.1)
Gom_io 1 Geosmithiaomnicola 100 460 MK397301
(KR229925.1)
Gpa_io_1 Geomsithia pallida 100 200 MK397302

(KF914637.1)




Gpa_io_2 Geosmithia pallida 100 500 MK397303
(KF914637.1)

Geo_io_1 Geosmithiasp. 20° 100 520 MK397304
(AM421073.1)

Geo_io_2 Geosmithia sp. 20° 100 480 MK397305
(AM421073.1)

Geo_io_3 Geosmithia sp. 20° 99 480 MK397306
(AM421073.1)

Geo_io_4 Geosmithia sp. 20° 100 470 MK397307
(AM421073.1)

Pva_io 1 Paecilomycesvariotii 100 550 MK397308
(FJ011547.1)

Pbi_io 1 Penicillium bilaiae 100 360 MK397309
(KY379676.1)

Pbi_io 2 Penicilliumbilaiae 100 380 MK397310
(MF681615.1)

Pch_io 1 Penicillium chrysogenum | 100 340 MK397311
(MH171487.1)

Pci_io_1 Penicillium citrinum 100 490 MK397312
(MH137670.1)

Pci_io 2 Penicillium citrinum 100 400 MK397313
(MH137689.1)

Psu_io 1 Penicillium sumatraense | 100 440 MK397314
(MH171490.1)

Pul io 1 Penicillium ulaiense 100 330 MK397315
(MH236134.1)

Tat_io 1 Talaromycesatroroseus 100 513 MK397316
(LT558942.1)

Tpi_io_1 Talaromyces pinophilus 100 500 MK397317
(KY965441.1)

Tro_io_1 Trichothecium roseum 100 550 MK397318
(KY610499.1)

*Taille: nombre de paires de bases alignées
"Numéro de Geosmithiasp. selonKolariket al., 2007

Les travaux ont permis d’identifier 28 espéces fongiques appartenant aux
13 genres suivants: Alternaria, Aspergillus, Curvularia, Fusarium,
Geosmithia, Nothophoma, Paecilomyces, Parengyodontium, Penicillium,
Talaromyces, Thielavia, Trichothecium et Meyerozyma (Tableau 1).

La présence de 28 espéces fongiques associées aux adultes de C. vestitus et
ses galeries confirme que l'association fongique avec divers champignons est
I'une des caractéristiques frappantes des scolytes (Kirisits, 2003 ; Klepzig et
Six, 2004). Geosmithia a été le genre le plus fréquemment isolé représentant
21,95% du total des isolats fongiques, suivis de Penicillium (17,03%),
Fusarium (14,63%) et Aspergillus (9,75%). Les especes fongiques isolées
sont connues par différentes relations biologiques avec les insectes et les
plantes (Tableau 2).



Tableau 2: Relations rapportées entre les espéces fongiques associées a
Chaetoptelius vestitus (adultes et galeries) avec les insectes et les plantes

Espéces Relations avec les Références Relations avec .
. . Références
fongiques plantes les insectes
Alernaria Endophyte Musettief al. Entomopatho- | Sharma et al.
alternata (2007) géne (2012)
Phytopathogeéne : | Kridet al. (2011)
cause 1’alternariose
du pistachier
Aspergillus N/A N/A
protuberus
Aspergillus N/A Non pathogéne | deMoraes et
sclerotiorum al. (2001)
Aspergillus Endophyte Zhanget al. Entomopatho- | Yang et al.
tamarii (2012) gene (2015)
Aspergillus N/A N/A
versicolor
Curvularias Phytopathogéne Ismail et al. N/A/
picifera (2016)
Fusarium Phytopathogeéne Mirhosseini et al. | N/A
brachybibosum (2014)
Fusarium equiseti | Endophyte Macia-Vicente et | Entomopatho- | Sharma et
al. (2009) gene Marques
Phytopathogene: Eskalenet al. (2018)
agent de pourriture | (2001)
des racines et du
collet du pistachier
Fusarium Phytopathogéne Voigt et al. N/A
graminearum (2005)
Fusarium solani Phytopathogene: Trikiet al. (2011) | Symbiote de Morales et al.
agent de Pourriture scolytes (2000)
des racines de Entomopatho- | Peciulyteet al.
pistachier géne (2010)
Fusarium Phytopathogéne Venturiniet al. Entomopatho- | Pelizzaet al.
verticillioides (2011) gene (2011)
Geosmithia N/A Symbiotes de | Kolariket al.
lavendula scolytes (2005)
Geosmithia N/A
omnicola
Geomsithia Phytopathogéne Lynch et al.
pallida (2014)
Geosmithias p. 20 | N/A




Tableau 2 (Suite)

Espéces Relations avec les Références Relations avec les .
. . Références
fongiques plantes insectes
Meyerozyma Endophyte : stimulateur| Sripontanet Symbiote des Yun et al.
guilliermondii de croissance al. (2014) scolytes (2015)
Activité de Yun et al.
décomposition du bois | (2015)
Nothophoma Phytopathogene : cause| Yun et Oh N/A
quercina la maladie du chancre | (2016)
de la tige de pistachier
Paecilomyces Phytopathogéne : agent| Sabbagh et Entomopathogeéne | Moorthiet
variotii de dépérissement de Moghaddam al. (2015)
pistachier (2016)
Parengyodontium | N/A N/A
album
Penicillium Endophyte : stimulateur| Ignatova et al. | N/A
bilaiae de croissance (2013)
Penicillium Endophyte Menget al. Entomopathogene | Francis et
chrysogenum (2011) al. (2011)
Penicillium Endophyte Wagqaset Entomopathogeéne | Maketon et
citrinum al.(2015) al. (2014)
Penicillium Endophyte Mahdian et N/A
sumatrense Zafari (2017)
Phytopathogéne Vega et al.
(2010)
Penicillium N/A N/A
ulaiense
Talaromyces N/A N/A
atroroseus
Talaromyces Endophyte Vinaleet al. Entomopathogene | Vinaleet al.
pinophilus (2017) (2017)
Thielaviami Endophyte Soltani et N/A
crospora Hosseyni
Moghaddam
(2015)
Trichothecium Endophyte Zhang et al. | Entomopathogéne | Mohiuddin ef
roseum (2010) al. (2006)
Phytopathogéne Hamid et al.
(2014)

N/A : données manquantes ("Not available")



2. Potentialités de biocontrole

2.1. Activité entomopathogéne

L'activité pathogéne des 21 isolats fongiques appartenant a différentes
especes a été évaluée sur les adultes de C. vestitus. Puisque la levure
M. guilliermondii et les especes de Geosmithia sont bien connues comme
symbiotes commun des scolytes (Kolariket al., 2007 ; Yun et al., 2015), elles
n’ont pas été utilisées dans les tests de I’activité entomopathogéne.

Le placement des cadavres traités dans les conditions saturées d’humidité,
aprés désinfection en surface, a entrainé la croissance des champignons testgs,
ce qui a confirmé que la mortalité de 1’insecte a été causée par son infection
fongique.

L’analyse statistique des résultats de la mortalit¢ des insectes (test de
Tukey, P< 0,05) a montré des différences significatives au niveau de 1’activité
entomopathogéne des champignons testés (Tableau 3). La mortalité des
adultes a augmenté en fonction du temps. Apres 15 jours, la mortalité des
témoins a aussi augmenté (36,66 + 4,44%). Ceci nous a permis de mettre fin a
1’essai biologique.

Les isolats Ata io 1 (4. tamarii), Pbi io 1 (P. bilaiae), Pal io 1
(P. album), Fso io 1 (F. solani), Fve io 1 (F. verticillioides), Pch io 1
(P. chrysogenum), Pva_io_1 (P. variotii), Tpi_io 1. (T. pinophilus), Tro_io 1
(T. roseum) et Aal io 1 (A. alternata) ont ét¢ significativement les plus
pathogenes (P < 0,05) sur les adultes de C. vestitus. Parmi lesquels, l'isolat
Ata io 1 (A. tamarii) a été comparable au témoin positif (B. bassiana) et a
provoqué une mortalité totale des adultes, 5 jours aprés le traitement. Les
isolats Pbi io 1 (P. bilaiae) et Pal io 1 (P. album) ont provoqué une
mortalité totale des adultes 10 jours apres le traitement, et les isolats Fve io 1
(F. verticillioides), Pch io 1 (P. chrysogenum), Pva io 1 (P. variotii) et
Tpi_io_1 (T. pinophilus) ont provoqué la mortalité totale des adultes 15 jours
apres le traitement.

L'activité entomopathogéne de la plupart des espéces citées (4. tamarii,
F. verticillioides, P. chrysogenum, P. variotii, T. pinophilus, T. roseumet A.
alternata) a été notée dans plusieurs ¢tudes antérieures (Mohieddine et al.,
2006 ; Francis et al., 2011 ; Pelizza et al., 2011 ; Sharma et al., 2012 ; Yang et
al., 2015 ; Moorthi et al., 2015 ; Vinale et al., 2017). Cependant, a notre
connaissance, P. album n'a pas été notée pour son potentiel entomopathogeéne,
sachant que Parengyodontium a été classé dans le genre Beauveria (Kepler et
al., 2017).



Tableau 3 : “Heatmap® de 1’activité entomopathogéne de 21 isolats
fongiques sur les adultes de C. vestitus
*Activité entomopathogéne

Isolats fongiques

J5 J10 J15

B. bassiana GHA

Ata_io_1 (4. tamarii)
Pbi_io_1 (P. bilaiae)

Fve io_1 (F. verticillioides)
Pch_io_1 (P. chrysogenum)
Tpi_io_1 (T. pinophilus)
Pva_io_1 (P. variotii)
Apr_io_1 (4. protuberus)
Tro_io_1 (T.roseum)
Fso_io 1 (F.solani)
Pci_io 2 (P.citrinum)

Feq io_1 (F.equiseti)
Pal io 1 (P. album)
Aal_io_1 (4. alternata)
Psu_io 1 (P. sumatraense)
Ave_io_1(F. verticillioides)
Asc_io_1 (4. sclerotiorum)
Pul_io 1 (P. ulaiense)
Tat_io_1 (T. atroroseus)
Fgra io 1 (F.graminearum)

Fbr_io_1 (F. brachygibbosum)
Nqu_io_1(N.quercina)
Témoin

*L’activité entomopathogéne des isolats fongiques (a 10°* conidies/ml) sur
les adultes de Chaetoptelius vestitusa été basée sur la mortalité moyenne5, 10
et 15 jours aprés traitement. L'intensité de la couleur des cellules augmente
avec la mortalité moyenne. La cellule blanche indique 'absence de mortalité.

2.2. Activité phytopathogéne

Compte tenu que les champignons associés a C. vestitus pourraient étre
transmis aux rameaux du pistachier puisque 1’insecte s’y développe, I’activité
pathogeéne des différentes espeéces fongiques a été testée sur les jeunes
rameaux de pistachier. Elle a été déterminée en se basant sur la longueur de la
nécrose qui s’est manifestée au niveau du cortex, 28 jours apres inoculation.



Le placement des fragments de la zone nécrosée sur PDA et leur
incubation a 25°C a permis de ré-isoler les champignons inoculés.

Les résultats ont montré que 71% (20/28) des isolats testés ont produit une
nécrose corticale (Figure 1) dont la longueur a été comprise entre 3 et 107
mm. Ces résultats indiquent différents degrés de phytopathogénie des
champignons associés a C. vestitus.
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Figure 1: Pathogénie de 28 isolats fongiques sur les rameaux de pistachier
basée sur la longueur moyenne de la zone de nécrose corticale (:SEM), 28
jours apres inoculation. Les valeurs suivies par des lettres différentes sont
significativement différentes (analyse de la variance a un facteur, P< 0,05 ;
Test de Tukey).



L’analyse statistique de la longueur de la zone de nécrose a montré des
différences significatives de I’activité pathogene des isolats testés. En effet,
les isolats de Feq io 1 (F. equiseti), Fgra io 1 (F. graminearum), Tro_io 1
(T. roseum), Nqu io 1 (N. quercina), Fso io 2 (F. solani), Aal io 1
(4. alternata) et Fve io 1 (F. verticilloides) ont montré le niveau de
pathogénie le plus élevé (P < 0.05) sur le cortex des rameaux du pistachier.

Les résultats obtenus dans la présente étude sont cohérents avec des études
antérieures présentant les especes de F. equiseti, F. graminearum, T. roseum,
N. quercina, F. solani, A. alternata et F. verticilloides, F. brachygibbosum,
Geosmithias p. 20, P. sumatrense et P. variotii comme phytopathogénes
(McMullen et al., 1997 ; Cizkova et al., 2005 ; Venturini et al., 2011 ; Hamid
et al., 2014 ; Mirhosseini et al., 2014 ; Mahdian et Zafari, 2017). Parmi ces
champignons, P. variotii, N. quercina, A. alternata, F. solani et F. equiseti
sont impliqués dans le développement des maladies sur pistachier (Eskalen et
al., 2001 ; Krid et al., 2011 ; Triki et al., 2011 ; Sabbagh et Moghaddam,
2016; Yun et Oh, 2016). Dans ce méme contexte, Triki et al. (2019) ont
rapporté que N. quercina cause le dépérissement des arbres fruitiers en
Tunisie. Ceci suggere que C. vestitus pourrait agir comme vecteur de maladies
sur le pistachier.

La phytopathogénie fongique associée aux scolytes pourrait étre liée a la
nécessité des agents phytopathogénes de se développer et survivre dans une
plante hote défensive qui essaie de les tuer ou limiter leur développement. Ces
champignons doivent survivre dans de telles conditions, jusqu'a ce que leurs
scolytes vecteurs terminent leur développement et les vectorisent vers un
nouvel hote. Si ces champignons ne présentent pas un degré relativement
¢levé de phytopathogénie, ils seraient probablement tués ou leur croissance
serait arrétée apres la pénétration dans l'arbre (Six et Wingfield, 2011).

Les différences de I’activité phytopathogéne des champignons associés a
C. vestitus pourrait étre déterminantes dans leur dynamique au niveau de
l'arbre hote. En effet, la communauté fongique associée a un scolyte occupe la
méme niche biologique, puisque toutes les especes sont présentes en méme
temps, au méme endroit et utilisent les mémes ressources. Cela pourrait
résulter en une forte concurrence et par la suite une sélection des espéces les
plus compétitives. Ainsi, de 1égeres différences dans les propriétés fongiques
intrinseéques, telles que la pathogénie, peuvent réduire cette concurrence et
permettre la coexistence des différentes espéces. En effet, les différences de
pathogénie pourraient agir dans la séparation de niche permettant aux
champignons de coloniser I'arbre hote & des moments différents en fonction de
leur activité pathogeéne. Dans ce cas, les plus phytopathogeénes colonisent les
premiers la plante hote (Six et Wingfield, 2011).

Dans la présente étude, plusieurs isolats d’Aspergillus, Penicillium et
Talaromyces n'ont pas présenté d’activit¢ pathogeéne sur les rameaux de
pistachier. Parmi ces espéces, P. biliae, P. chrysogenum, P. citrinum,



A. tamarii et T. pinophilus ont ét¢ rapportés comme endophytes des plantes,
qui sont définis pour se produire a l'intérieur des tissus végétaux sans causer
de symptomes apparents a 'hote (Wilson, 1995 ; Meng et al., 2011 ; Zhang et
al., 2012 ; Ignatova et al., 2013 ; Wagqas et al., 2015 ; Vinale et al., 2017).
Parmi ces espéces, P. biliae, a été notée comme stimulateur de croissance des
plantes, et de ce fait elle a été formulée comme un biofertilisant (Burton et
Knight, 2005).

2.3. Activité antimicrobienne

Les isolats Ata io 1 (4. tamarii), Pal io_ 1 (P. album), Pbi io 1 (P.
bilaiae), Pch_io 1 (P. chrysogenum) et Tpi_io 1 (T. pinophilus), caractérisés
par une activit¢ entomopathogene élevée et par une absence d’activité
phytopathogéne, ont fait ’objet de 1’exploration de ’activité antifongique et
antibactérienne.

2.3.1. Activité antifongique

L’activité antifongique a été testée contre 11 isolats phytopathogeénes.
L’activité antifongique a été révélée par la présence de zones d’inhibition
autour des colonies fongiques. Nos résultats ont montré que I’isolat de
Tpi_io 1 (T. pinophilus) a montré une activité antagoniste contre tous les
phytopathogénes fongiques testés, suivis par Pbi io 2 (P. bilaiae)
antagonisant 7 isolats phytopathogénes, puis Ata io 1 (4. tamarii) et
Pch_io 1 (P. chrysogenum) antagonisant3 parmi 11 isolats phytopathogenes.
Cependant, Pal io 1 (P. album) n’a montré aucune activité¢ antifongique
(Tableau 4). Ces résultats sont en accord avec ceux de plusieurs travaux
antérieurs qui ont démontré les potentialités anti-phytopathogénes de T.
pinophilus, P. bilaiae, A. tamarii et P. chrysogenum (Khokhar et al., 2012;
Zhang et al., 2012 ; Abdel-Rahim et Abo-Elyousr, 2018; Meng et al., 2011).

L’antagonisme entre les champignons associés a C. vestitus pourrait agir
sur les populations de I’insecte. En effet, ’antagonisme des champignons
symbiotes de I’insecte pourrait €tre considéré comme un antagonisme de
I’insecte puisque la relation mutualiste entre le scolyte et les champignons
pourraient résulter en une interdépendance. Ainsi, la survie des scolytes et de
leurs progénitures pourrait dépendre de la croissance de leurs champignons
symbiotiques (Klepzig et Six, 2004). Dans ce contexte, 1’antagonisme de
I’isolat de Geosmithiasp. 20 (Geo io 2), symbiote de C. vestitus, par
Tpi io 1 (T. pinophilus) et Pbi io 2 (P. bilaiae) pourrait réduire les
populations de I’insecte.

Les résultats présentant Tpi io 1 (7. pinophilus) et Pbi_io 2 (P. bilaiae)
comme ayant une forte activité entomopathogéne et anti-phytopathogene,
avec une absence d’activité phytopathogéne, suggérent que ces isolats
devraient étre plus profondément explorés pour la protection du pistachier
aussi bien contre C. vestitus que contre les pathogenes fongiques qu’il est
susceptible de transmettre.



2.3.2. Activité antibactérienne

Les isolats Ata io 1 (4. tamarii), Pal io 1 (P. album), Pbi io 1
(P. bilaiae), Pch_io 1 (P. chrysogenum) et Tpi_io 1 (T. pinophilus) ont été
testés pour leur activité antibactérienne contre 9 bactéries de référence. Cette
activité a été évaluée par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition.
L'activité antibactérienne la plus élevée a été enregistrée par l'isolat Tro io 1
(T. pinophilus) ayant inhibé 5 bactéries, suivi par Pch io 1 (P. chrysogenum)
inhibant la croissance de 4 bactéries (tableau 5). En se basant sur le diamétre
de la zone d’inhibition, les isolats Tpi_io 1 (7. pinophilus) et Pch io 1
(P. chrysogenum) ont engendré 1’activité antibactérienne la plus élevée sur
A. vitiset S. aureus, respectivement. Ces résultats sont en accord avec des
¢tudes antérieures indiquant que P. chrysogenum et T. pinophilus ont un
potentiel antibactérien élevé (Devi et al., 2012; Zhai et al., 2016).

Ces isolats ont été caractérisés par une absence d’activité phytopathogéne.
Ils peuvent étre considérés comme sources prometteuses de protection
biologique du pistachier contre C. vestitus et les pathogénes microbiens.



Tableau 4: Activité antifongique de 5 isolats fongiques entomopathogénes contre 11 isolats phytopathogenes

Isolats phytopathogénes

Isolats

fonglquc?s Aal io 1 Fbrio 1 Feqio 1 Fgraio 1 Fso io 2 Fve io 1 Geo io 2 Nquio 1 Pvaio 1l Psu.io 1 Tro_io_1
antagonistes - - - - - - = — = — = — S 10 _10_ _10_
Ata_io_1
Pal_io_1
Pbi_io_2
Pch io_1
Tpi io 1

Tableau 5: Activité antibactérienne de 5 isolats fongiques entomopathogenes. Les chiffres indiquent les diamétres moyens des
zones d'inhibition (mm)

Présence d’activité
Absence d’activité

Bactéries de référence

Code de

Visol E. coli S. aureus E. faecalis  P.aeruginosa L. monocytogenes L. ivanovii  A. fabrum  A. tumifaciens  A.vitis
isolat

Pal_io_1 - - - - - - - - -
Ata_io_1 - - - - - - - - -

Pbi_io_2 - - - - - - 22 - -
Pch_io_1 - 42 18 - 24 24 - - -
Tpi_io_1 - - - - 11 16 32 28 40




Conclusion

La présente étude a permis de détecter des champignons présents
naturellement dans les vergers de pistachier Tunisiens et ayant des activités
biologiques importantes qui pourraient étre exploité dans le biocontrdle. Il
s’agit de Tpi_io 1(T. pinophilus), caractéris€ par une forte activité
entomopathogéne, antifongique et antibatérienne, Ata io 1 (4. tamarii) et
Pbi i0 2 (P. bilaiae) ayant montré des potentialités entomopathogénes et
antifongiques importantes, Pch_io 1 (P. chrysogenum) montrant un pouvoir
entomopathogene et antibactérien élevés, et Pal io 1 (P. album) présentant un
pouvoir entomopathogéne important. Ces isolats ont été caractérisés par une
absence d’activité phytopathogene.

Les potentialités entomopathogénes et antimicrobiennes de ces
champignons devraient étre plus profondément étudiées en vue de leur
utilisation possible dans les programmes de protection biologique des cultures
du pistachier en Tunisie, contre C. vestitus et les pathogénes microbiens.
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